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本研究は溶連菌 に お け る ス ト レ プ トリ ジ ン S (Streptolysin S, S LS) 産生能 とイ ン タ ー フ ェ ロ ン
1(IFN) 誘起能と の 関連性 を調 べ る た め に 行っ た . 用 い た菌株 は抗腫瘍性で S L S塵生能 を有す る C 203 S
株, Bla ckm o r e株と Su 株, な らび に抗腫瘍能と S L S産生能 を欠く C 203U株で あっ た . こ れ らの溶連薗
の凍結乾燥標品 は O K-432 の作製過程 に よ っ て 得ら れ た. 即 ち ペ ニ シ リ ン G 含有 Ber nheim e r,s ba sal
m edium に 各菌 を浮遊さ せ て 3 70C 20分間, つ い で 45
0
C 30分間静置 し た後凍結乾燥 した. こ れ ら標 品の
B A L B/c マ ウス 脾細胞に お け るI F N誘起活性測定 は L 929細胞 と v e sic ula rsto m atitis vir u sを用い て行
っ た . そ の結果, C 203 S, C 203 U, Bla ckm o r e薗の各棟晶は何れ も I F N を Su 菌標晶である O K-432 と
同様に 誘起 した. ま た各誘起IF N の活性間に は善が み られ な か っ た . 加熱死薗を用い る と, Su 菌以外の加
熱死菌に はIF N誘起作用 はな か っ た . 最も活性の 強い I F N は 1×107個/mlの牌細胞浮遊液 1 ml と, 0.5
また は 0･1 K E/ml濃度の 薗標品浮遊液 0･1ml の混合液 を5%C O2培養器 に 37
0
C で 24時間か ら 48時間培
養す る こ と で 得 られ た . なお 1 K E は乾燥菌0･1 m g に 相当す る. 誘起 IF N をpH 2下 に 3時間置く とIF N
活性 は完全に 失活 した が, O E-432誘起I F N のみ は低活性(1 0 U/ml)を保持 して い た. しか し, 誘起I F N
活性 は抗IF N- α ･β 血 清に よ る中和試験 に よ り部分的に 中和さ れ, 60%以上 の活性が残存 して い た. こ の
こ と よ り菌標品 に よ る誘起I F N はI F N-α , β お よ び γ より成 る と考 え られ た.
Key w ords He m olytic str epto c o c ci, OK-432, Interfer o n, Anti inter-
fer o nα ･ β seru m.
酵母 リボ核酸 に よ る溶連薗溶血毒素の 増産効果 (核
酸効果) り2)の 研究に 端 を発 して行わ れ た溶連菌 の 制が
んに 関す る 実験的研究3)か ら, 岡本 ら は溶連菌Su 株
(以下 Su 菌と略記) に ペ ニ シ リ ン G を加 えて 温度処
理 する こ と で P C-B-454)5)(O K-431) を開発 し, そ の
凍結乾燥標晶 O K-4328)は制が ん剤 と して 臨床 に , 研究
に用 い られ て い る
.
O K-432の 制が ん 作用 機序 に 関 し
ては直接作用 と して の 腫 瘍細胞傷害作用7)の ほ か , 宿
主介在作用 と して イ ン タ ー フ ェ ロ ン 8)- 1 0)(Inte rfe rpn ,
以下I FN と略記) 誘嵐 マ ク ロ フ ァ ー ジ1 1)1 2), Natu r al
kille r細胞の 活性化1 3〉な どが報告さ れ て い る .
一 方 こ れ ま で の 実験 か ら 溶連菌 に よ る 制が ん 効果
は, ス ト レ プ トリ ジ ン S (Streptolysin S, 以下 S LS
と略記) 慮生能を有 す る清適薗 の み に 認め ら れ, ス ト
レ プトリ ジ ン 0(Streptolysin O, 以 下 S L O と略記)
を産生 して も S L S を産生 し な い 溶連菌 に は 認め られ
な い こ と が 実証1 4)さ れて い る . こ れ らの こ と よ り本論
文 で は 各種溶連菌 を用 い てI F N誘起に 対 す る 影響 に
つ い て検討 を行 う と共に , 誘起I F N の性状 に つ い ても
検討 を行 っ た .
材料お よ び方法
1 . 溶連 菌株
金沢大学医学部薬理学教室保存の 薗株 を用 い た.
1) 溶連菌 C 203 S株(Type3, S L S と S L Oを産生,
以 下 C 203 S薗と 略記)
2) 溶連菌C 203 U株(C 203 S菌の 変異株, S L Oの
み を産生, 以 下 C 203 U薗と 略記)
3) 溶連菌Bla ckm o re株(Ty pell, S L S のみ を産
生, 以 下 Bla ckm o re菌と略記)
Effe ct of he molytic str epto c o cci o nindu ctio n of interfero nin m o u se sple en c ells. S hu ･
Sho Ikeda, Depa rtm e nt of Orthopedic Surgery, (Dire cto r: Prof. S. No m ura), Scho ol of
Medicin e, Ka n a z a w aUniv e rsity.
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4) 溶遵薗Su 株(Ty pe3, A T C C 21060, S LSお よ
び S L Oを産生, 以 下 Su 菌 と略記)
上記各菌の継代培養 に は 普通 ブ イ ヨ ン 培 地 (pE
7.4) を用い た.
2 . 溶連菌標晶の作製




すな わ ち,Su 菌 の 20時間普通 ブイ ヨ ン培
養液1 ml を 100ml普通ブ イ ヨ ン に 接種 し, 37
0
C 20時
間培養し た後低温下 で遠心 し, 沈殿 した 生菌体 を冷生
理食塩水 (以下 P S S と略記)40 mlで 2回洗浄 した･
つ い で洗 浄菌体 を 5 ml Be rnheim e r
'
s ba s al m e-
diu rn1 5) 〔M alto s e675m g, 20%K H2P O4(NaO H で
pH7 に 調製)6 ml, 2%M gS O4
･7 H20 12ml, 蒸留水
66ml〕 に浮遊 した. 次 い で 菌浮遊液 に 1･6×10
5U/ml
の ペ ニ シ リ ン G(明治製菓) 生理食塩水1 ml を加 え,
37
｡
C20分間に 続 い て 45
0
C 30分間静置 し, 同処 理液 に
さ ら に 1%D L- メ チ オ ニ ン ー ペ ニ シ リ ン G (1･08×
105U/ml) 液6 ml を添加 して凍結乾燥 を行 っ て Su 薗
標品 O K-432 を作製 した.
C 203S 嵐 C 203 U薗お よび Bla ckm o re菌 に つ い
て も 同様 な処理 を行 い , 得 ら れ た標品 を それ ぞ れ C
203 S横臥 C203 U標品お よび Bla ckm o r e標品と し
た. こ れ ら各標品 は使用直前 に pho sphate-buffer ed
s alin e(NaC1 8.Og, K Cl O.2g, CaC120･1 g, Na2
H f〉041.15g, K H2P O｡0.2g を蒸留水に 溶解 し 1 1 とす
る
. pH 7.3, 以下 P B Sと 略記)に 溶解 して 用 い た. 各
菌標品の 濃度 は K E(菌量の単位 で ,1 K E は乾燥菌0･1
m g に相当) で表示 した . 因み に 100ml の ブイヨ ン培
養液よ り得 られ る Su 菌量 は 100 E E で あっ た .
3 . 加熱死菌の作製
各菌液 0.5ml を普通 ブ イ ヨ ン 50mlに 接 種 し て
37
0
C で 20時間培養 した 後, 低温下で 遠心(5,000rpm ,
15分間)し, 生 じた沈殿生菌体 を P S Sで 2回洗浄 した
後, 洗浄菌体 に 3mlの PS S を加 え て 100
0
C60分間加
熱処理 を行 っ た . この 加 熱処理浮遊液の菌体量は 50
K E/3 ml であり, 実験 に は使 用直前に P B S で希釈 し
て用い た.
4 . 実験動物
B A L B/c お よ び B A L B/c (n u/n u) マ ウ ス (雄, 6
週齢) を使用 した.
5 . マ ウ ス 脾細胞 の 作製
脾細胞浮遊液の作製 は Shirahata ら
1 6)の 方法 に 準
じて行 っ た . す なわ ち, マ ウ ス 5匹 を
一 群 と して屠殺
した後無菌的 に摘出 した肺臓 を プ ラ ス チ ック シ ャ ー レ
中の ミ ニ マ ム ･ エ ッセ ン シ ャ ル ･ メ ディ ウ ム (日水製
薬, 以下 M E M と略記) 液3 mlに 置き , 1 mlツ ベ ル ク
リ ン 注 射筒 先端 を用 い て 破砕 し た 後, 新 た に 7
mlM E M液を加 えて 牌細胞浮遊液を作製 し た. この 細
胞浮遊液 を金属 メ ッ シ ュ で 濾過 し結合織 を除去した
後, 遠 心(900rpm ,5 分間)し, 沈殿 物を 10 mlの ME M
液 を用 い て 2 回洗浄 した . 洗浄沈殿物 を 2 mlの M EM
液 と Red cel11ysingbuffer(N H.Cl O･829g, KH C O3
0.1g, E D T A O.367g, 1 N NaO H 2-5 ml, 蒸留水100
ml, pH 7.4)4 mlの 混合液に 浮遊さ せ て 充分捜拝し,
約 3 分間静置す る こ と に よ り 赤血球 を溶血 させ た 乱
さ ら に M E M液8 ml を添加 し, 遠心 (900rpm , 5分
間) 後上浦液 を吸引除去 し た. 生 じ た 沈漆 を8 mlの
M E M液 で 3回 洗浄 ･ 遠心 した後, 適量 の 5%牛胎児血
清 (GI B C O, 以下 F C S と略記) 加R P M I 1640 ( 日水
製薬)に 浮遊 さ せ , 生存牌細胞の 数 を0.4% トリ バ ン プ
ル ー (Me rk) に よ るdye - e X Clu sio nte st によ り判定し
た後, さ ら に 5%F C S加 R P M I 1640液 を加 え て 1 ×
107個/ml の牌細胞浮遊液 を作製 し た. 実験 に は5%
F CS加 R P M I 1640液で希釈 した脾細胞浮遊液を用 い
た .
6 . 酢酸 ハ イ ド ロ コ ル チ ゾ ン 前処 理 B A L B/c マ ウ
ス 肺細胞の 作製
酢酸 ハ イ ド ロ コ ル チ ゾ ン (日本 メ ル ク 寓有) 6.25,
12.5, 25mg/匹 を各 B A L B/c マ ウ ス に 皮下接種 し, 4
日目 に 屠殺後無菌的に 牌臓 を摘出 して, 前述し た方法
に 従 っ て牌細胞 を調整 した.
7 . 担が ん B A L B/c マ ウ ス 肺細胞 の 作製
エ ー リ ッ ヒ腹水が ん 細胞浮遊液(1 ×107個/ml)0.2
ml をマ ウ ス 腹腔内に 接種 し, 1 0日 目に 屠殺し て 無菌
的 に 摘出 した 脾臓 を, P B S で洗浄 して が ん細胞 を除去
した後
,
前述 した 方法 に 従 っ て脾細胞浮遊液 を作製し
た.
8 . 培養 マ ウ ス牌細胞か ら の I F N誘起実験
各濃度 の 牌細胞浮遊液 に 各種濃度の 各薗浮遊液を加
えて , 37
0
C下炭酸ガ ス 培養液 ( 炭酸ガ ス 濃度5%) で
培養 し, 経時的に 培養上溝液 を採取 し, I F N測定暗ま
で-200Cに 冷凍保存 した .
9 . I F Nの 測定法
東北大学医学部細菌学教室よ り供与 さ れ た L 929細
胞 お よ び v e sic ula r stom atitisvirus(イ ン デ ィ ア ナ株,
以 下 V S V と略記)を用 い , Br ode u r1 7)お よ び Koi ら1 8)
の 方法 に 従い 前記培養上清中の I F N活性 を測定し た.
す な わ ち , 7.5%仔牛血清 (GI B C O) 加M E M液 を用
い て 倍々稀釈 した培養上清液の各稀釈液 50〟1 をマ イ
ク ロ プ レ ー ト(96穴, Cor ning) の 各 ウ ェ ル に 注入し,
これ に L 929細胞浮遊液 (1.5×106個/ml) 50〃l を加
え て 37
0
Cの 炭酸ガ ス 培養器( 炭酸ガ ス 濃度5%) で24
時間培養 した . 培養後上 清液を パ ス ツ ー ル ピペ ッ トで
吸 引除去 した 後, 各 ウ ェ ル の L929朝]胞 を P B S O.3ml
イ ン タ ー フ ェ ロ ン誘起に 対す る A群溶連菌の 影響
で洗浄 し, こ れ に V S V溶液 (M E M液 で 稀釈, 40
plaqu efo r ming u nits/50pl) を添加 し, これ を炭 酸
ガ ス培養署削こ静置 した. 1時間後 V S V培養液を吸引
除去し た 衡 1.5% メ チ ル セ ル ロ ー ス ( 半井化学) 加
1.5%F CS加 M E M液50JLl を重層 し, 炭酸ガ ス 培養
器で 24時間培養 した. 培養後重 層培地 を吸 引除去 した
マ イ ク ロ プ レ ー ト を, 1% ク ー｣ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト
(Mer ck)加 エ チ ル ア ル コ ー ル に 浸 し, 15分間染色固
定した. つ い で 水洗 を行 い プ ラ ー ク 数を求 めた . 対照
と して菌標品無添加 L 929細胞 の プ ラ ー ク 数を 用 い ,
50 %プラ ー ク阻 止 法 に よ りIFN 活性値 を算出 し た.
なお 測定に 際 し, N I H標準マ ウ ス I F N(No .022-904-
511) も同時 に 測定 し, 本実験系に よ り求め たI F N活性
値を国際単位と比 較 した. その 結果本実験系に お ける
1単位は約1単位の 国際単位 に 相当 した.
10. 誘起I F Nの pH 2に お け る安定性試験
W elsh1 9)の 手 技 に 準 じ て 行 っ た . 誘 起I F N溶液
(pH 7.1)1 mlに 0･1 N H Clを加え て pH 2,0 に 調整
し, 37
0
Cで 3時 間静置 した . 静置後誘起I F N溶液 の
pH を0.1 N NaO Hに よ り pH7.0 に 修正 した後, メ
ン ブラ ン フ ィ ル タ ー (孔径0.45〟 m , M illipo r e) に よ
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り除菌し, 炉液に つ い て I FN 測定 を行 っ た.
11∴誘起王F N の中和試験
被 験 誘起I F N溶 液 50〟1 に 抗IF N- α ･ β 血 清
(N I H No . GO24-50 ト568, 中和力価 250 U/ml に稀
釈, 東北大学医学部細菌学教室よ り供与)5叫1 を添加
し,4
0
C下で 60分 間静置後, 残存I F N活性 を測定 した.
なお pH 2に お け る安定性試験 お よび 中和試験 に は対
照I F Nと して コ ン カナ バ リ ン (Co nA, Sigm a) を脾
細胞培養液 に 添加 す る 事 に よ り 得 ら れ た IF N溶液
(I F N- γ) を用 い た.
成 績
Ⅰ
. I F N誘起実験





6お よび 1×107個/ml の各肺細
胞浮遊液 1 mlに それ ぞ れ 0.1, 0.5, 2.5お よ び 12.5
K E/ml の各種薗標品 を0.1 ml添加 し, 4, 8, 12,24,
48時間培養後 上清液中の I F N活性 を測定し た. その
結果, 肺細胞数が 4 ×105個/mlの 浮遊液 に 菌標品 を加
え ても 各菌標品の い ずれ の 濃度 お よ び培養時間に おい
Tablel･ E 汗e ctofprepa r atio n s
*
of diffe re nthe molytic str epto c o c c u s str ain s o ntheindu ction of I F N
in 2× 106 B A L B/c m o u se sple e n cells pe r ml
Co c c al
pr epa ratio n
Co n c e ntr atio n ofc o c c al
pr eparatio nin the mixtu r e
(KE* */ml)
Activity of IF N(U/ml)indu c ed du ring
in cubation tim e of
4 8 12 24 48 hr
C203S
C203 U
Bla ckm or e
Su(O K-432)




































































































A mixtu r eofl mlofsple en c ellsu spe n sio n(2×106 c ells/ml)a nd O･1 mlofs u spen sio n ofc o c c alpre-
par atio n w a sin cubated in 5% C O2in c ubato r at37
0
C. A fte rin cubation, a Ctivity of indu c ed IF N
Wa S aS Sayed.
* Prepa r atio n of he m olytic strepto c o c ci: CO C C alsu spe n sio n of C 203S, C203 Ua nd Bla ckm o re in
Ber nheim e r'sba salm ediu m c o ntaining pe nicillin G(2.7×104 U/rn1)w a sin c ubated at 37
8
C fo r 20
minute sfollo wed byinc ubatio n at 45℃ fo r30m l n uteS and lyophilized.**
K E‥ On eK Ec or re spo nds to O.1 m gdried c o c cl.
** *
: Le sstha n16 U/ml.
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てもIFN 活性 は認め ら れな か っ た . しか し, 脾細胞が
2×108個/ml の浮遊液 に 菌標品 を作 用 さ せ る と IF N
が認 め られ, そ の成績は表 1 に 示 した如く で ある. す
なわ ち, 8時間以内の培養 で は全 て の薗標晶 に お い て
I F N活性 は認め られ なか っ た が , 培養 24, 48時間で は
全て の 菌標晶 に お い て IF N活性 は認 め られ , か つ そ の
作 用濃度 が 0.01 お よ び 0. 5 K E/ml の低濃度 ほ ど
IF Nの 活性 は強く, 1.25K E/ml の高濃度で は IF N活
性は認 めら れ なか っ た . 各菌標晶 に よ るI F N活性の最
高値 は C 203 S標晶 で 52 U/ml, C 203 U標品で 37 U/
ml, Bla ckm o re標品で 80U/ml, お よび O K
-4 32で 48
U/ml と一 般に 低か っ た .
脾細胞数5×106個/ml の浮遊液 に薗標晶 を作用 さ
せ た 実験成績は表 2 に 示 した. 菌標品濃度が 1.25 E E/
ml で IF N誘起が認め られ ぬ の は先の 実験と同 じで あ
っ たが , 低濃度で は全て の 菌標晶 に お い て 8時間以上
の 培養で IF N誘起が認め ら れ,殊 に 24お よ び 48時間
培養でI F N活性 は強か っ た . また 各標品 の 最高値 は
C 203 S樺品で 107 U/ml, C 203 U標晶で 107 U/ml,
Bla ckm o re標品で 111 U/ml, O K-4 32 で は 137 U/ml
で あり , 何れ も 2×10
6個/ml脾細胞浮遊液 に対す る よ
り もI F N誘起は高 ま っ て い た . しか し, 各菌標品間 に
お い て は著 しい 差異 は認め られ な か っ た .
脾 細胞数 1Xl O
7個/ml の浮遊液 を用 い た 場合 の 実
験成績 は表 3 に示 した如 く で ある . 1 F N誘起 は薗標晶
作用濃度が 1.25 K E/ml で は認め ら れず, 低濃度 で強
く認 め られ る こ と は先の 実験と同様であ っ た . また,
I F N括性 は培養時間が 24, 48時間で最 も韓く , 各菌棲
品の活性最高値 は C 203 S標品で 140 U/ml, C 203U
標品で 158 U/ml, Bla ckm o re標晶 で 230 U/ml, およ
び O K-432 で 203 U/ml であ り, Bla ckm o r e標品 およ
び O K-432 に 強く み られ た. ま た,.先の 実験 と比較し
て , 肺細胞の 数が 多い ほ どI F N活性が強い こ とも認め
られ た .
以上 の成績 か ら誘起I F N活性を菌標晶 ご と に 示 し
たの が 図 1, 2, 3 お よび 4 で あ る. こ れ よ り み られる
如く, 活性値が最 も 高い の は脾細胞数が 1×10
7個/ml
で あり, 標晶作用濃度が 0.05 K E/ml である こと から
(Bla ckm o r e標晶 の み 0.01 K E/ml), 以下 の 実験 は
こ の 条件に よ っ て行 っ た .
2 . 加 熱死菌 に よ る B A L B/c マ ウ ス 脾細胞 で の
I F N誘起実験
B A LB/c マ ウス 脾細胞浮遊液(1×10
7個/ml)1mlに
C203 S, C 203 U, Bla ckm o re, Su 菌 の加熱処理死菌
浮遊液 を作用濃度 0.05 K E/mlに な る様 に 添加 して
37
0
C下 に 培養 し, 12, 24, 48時間後 に I F N活性 を測定
した. そ の成績 は表 4 に示 し た.I F N活性 は Su 薗の 加
熱死菌 を添加 した場合 に のみ 認め ら れ, IF N活性も先
の 実験 と同様 に 24時間培養 で最高値 を示 し たが, その
活性 は 52 U/ml と O K-432 よ りか な り低か っ た .
Table 2. EfEect ofc o c calpr epatio n s
*
o ntheindu ction of IF N in 5×106 B A L B/c m o u se sple en cells
pe r ml
Co c c al
pr epa r atio n
Con c e ntratio n of c o c c al




Activity of IF N(U/ml)ihdu c ed du ring
in c ubatio ntim e of
4 8 12 24 48 hr
C 203S
C 203 U
Bla ckm or e
Su(O E･432)

































































































































































: Refertofo otn ote s of Table l.
イ ン タ ー フ ェ ロ ン誘起 に 対す るA群溶連薗の 影響
Table 3･ E ffe ct ofc o c c alprapa r atio n s
*
o ntheindu ctio n of I F N in lxlO7 B A L B/c m o u se sple e n
C ells per ml
427
Co c c al
pr epa ratio n
Co n c e ntr atio n ofco ccal
Pr epa ratio nin the mixtu re
(K E*γml)
Activity of I F N(U/ml)induced duing
in c ubatio ntim e of
4 8 12 24
C 203S
C 203 U

























































































































































, :Refe rtofo otn ote s of Table l.


























1n cuねtro n tilT せ(Hr)
Fig･1･ Activity of I F Nindu c ed by C 203 Sprepa-
r atio n･ A mixtu r e ofl mlof splee n c ells u spe n-
Sio n and O･1 ml of s u spe n sio n of lyophiliz ed
C O C C al pr epa r atio n w as inc ubated in 5% C O2
in c ubato r at 37
0
C･ A fte rin c ubation , a Ctivity of
indu c ed IF Nw a s a s sayed･Sple e n c ellsu spe nsio n :
2×106 cell/ml, -rO r ; 5×106 c ell/ml, 十 ;
1×107 c ells/ml, -{)-. Co n c e ntr atio n of c o c c al
pr epa r atio nin a mixture :0.05 K E/ml,(A); 0.01
E E/ml,(B).
8 12 8 12
ln ⊂ubatio ntim e(Hり
Fig. 2･ Activity of I F N indu c ed by C 203 Upr epa-














8 12 2ん 8` 8 1 2 21 ▲8
Incu 由tio n tim e(Hr)
Fig. 3. Activity of IF N indu ced by Bla ckm o re
prepa r atio n. Referto fo otn ote of Fig. 1.
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で の IF N誘起実験
B A L B/c (n u/n u) マ ウ ス 牌細胞浮遊液 (1×107個/










In⊂ub d ion tim●(Hr)
Fig. 4. Activity ofl F Nindu c ed bySu pr epa ration
(O K-432). Referto fo otn ote of Fig. 1.
3 ･ 菌標品 に よ る B A L B/c (n u/nu) マ ウス 牌細胞
37
0
C の炭酸ガ ス 培養器で 24, 48時間培着後に IF N括
性 を測定 した. その 成績 は表 5 に 示 した 如く である .
薗標晶 に よ り IF N は誘起 され た が, そ の値 は B A L即
C マ ウ ス を用 い た よ りも 低く 45%以下で あ っ た .
4 ･ 薗標品 に よ る酢酸 ハ イ ド ロ コ ル チ ゾ ン 前処理
B A L B/c マ ウ ス 牌細胞 での I F N誘起実験
予 め酢酸 ハ イ ド ロ_
コ ル チ ゾン を前投与 (6.25, 12.5
お よ び 25m g/匹, S. C.)して お い た B A L B/c マ ウス 肺
細胞浮遊液(1×107個/ml) に菌標晶(0.5 K E/ml)0.1
ml を加 えて炭酸 ガ ス 培養器 で培養 し, 24, 48, 72時間
後 に I FN 活性 を測定 した が, い ずれ の 前処置マ ウス の
脾細胞か らも I F Nの 誘起 を認 めな か っ た .
5 . 蘭標晶 に よ る担 が ん B A L B/c マ ウ ス 肺細胞で
の I F N誘起実験
担 が ん B A LB/c マ ウ ス の脾細胞浮遊液 (1×107個/
ml) 1mlに 各薗標 品 (0.5 K E/ml) 0.1 ml を添加し,
Table 4. Effe ct of he at-killed he m olytic strepto c o c ci
*
c ells o ntheindu ctio n of IF N in B A L B/c
m o u se spleen c ells
Heat-killed coc ci
Activity of IF N(U/ml)indu c ed du ring








A mixtu re of lmlofthe sple en c ellsuspen sion(1×107 c els/ml) and O.1 mlof he atTkilled c oc cis u s-
Pe n Sio n(0.5 K E/ml)w asin c ubatedin 5% C O2inc ubator at37
0
C. A fterinc ubation, a Ctivity of in
･
du c edIFN w a s a ssayed.
*
:Co c ciha rv estedfro m 50mlof o rdin ary broth c ultu re w as su spe nded in 3 ml of physiologic al
Salin e, a nd he ated atlOO
O
C fo r60min ute s.
* ■
:Le sstha n8 U/ml.
Table 5. E ffect of c o c calprepa r atio n s o nthe
indu ction of IF N in B AL B/c (n u/n u) m o u se
Sple en cells
Co cc al
pr epa ratio n
Activity of IF N(U/ml) in du c ed










A mixtu re of lmlofthe splee n c ells?Spen Sion
(1×107 c e11s/ml)a nd O･1 mlofs u spen s1 0 n Ofc o
-
CCalpreparation(0.5 K E/rnl)w a s ln C ubated in 5
% C O2 inc ubato r at37
0
C.
Table 6. E ffect ofcoc c alpr epa r atio n s o ntheind
･
u ction of IF N in sple en cellof E hrlich c a rcin o-
m abe aring B A L B/c m o u s e
















A mixtu r e of lmlofthe sple e n c ells?Spe n Sio n
(1×107 cells/ml)a nd O･1 mlofs u spe n s1 0 n Ofc o
･
C C alprepa ratio n(0.5 K E/ml) w a s ln Cubated in5
% C O2in c ubato r at37
0
C.▲
イ ン タ ー フ ェ ロ ン誘起 に 対す る A群溶連菌 の影響
炭酸ガ ス培養器で 12, 24 時間培養後 に IFN 活性を測
定した｡ その 成績は 表6 に 示 した通 り で ある . IF Nは
全ての 薗標品に よ り誘起され る が, そ の活性値は非担
がん マ ウ ス の 肺細胞の に 比 較 して低 く, 24 U/ml以下
であり, また 各菌標品問に お い て も差異 は認め られ な
か っ た .
ⅠⅠ. 誘起I F Nの 定性試験
1 ∴ 誘起I F Nの pH 2に お ける 安定性試験
BA L B/c マ ウ ス 脾細胞 1×107個/ml の細胞浮遊液
2mlに 各薗標晶(0.5 K E/ml)0.2ml を添加 し, 24時
間培養 して 誘起 せ しめ たIF N含有上清液 を 2分 し, 一
部はそ の ま ま 低温下 に 保存 し, 一 部 は 0,1 N塩酸 で
pH を2･0 と し て 37
0
C下に 3時間静置 し た. つ い で両
被検液の I F N活性 を型の 如 く に して測定 した . な お ,
対照 と し て 脾細 胞 浮遊液 2 mlに I F N- γ 誘 起 物
質2 0)21)と して知 られ る Co n A 5jLg/ml を0.2ml添加
して誘起せ しめ た IF Nに つ い て も 同様な実験 を行 っ
た
.
こ の 成績は 表7 に 示 した. す な わ ち Co n A 誘起
IF N がpH 2 で 3時間処理 す る こ とで , 完全 に 失活 し
た の と 同様 に , C 203 S標品, C 203 U標 品 お よ び
Bla ckm o re標品に よ る誘起IF N も活性 は消失 し, O K
-432誘起IFN の み が 10U/ml と低活性 を保持 して い
た
.
2 . 誘起I F Nの 抗I F N- α ･β血 清に よ る 中和試験
前記の如く に して 作製 した 菌標品な らび に Co n A
誘起IF N液50JJl に 抗I F N - α ･ β 血 清50メイl を加
え, 4
0
C 60分間静置後行 っ た誘起I F Nの 活性測定の 成
Table7. Stability of indu c ed I F NatpH 2
Activity of I F N(U/ml)
IF N
befo re afte r
tr e atm e nt tr e atm e nt
IF N indu c ed by pr epa r atio n of
C203S 137 *
C203 U 158
Bla ckm o r e 223
Su(O K-432) 203 10
IF N in du c e by Co nA 425
A mixtu r eof 2mlofsplee n c ellsu spe n sio n(1×
107 c ells/ml)a nd O.2 mi




T he pH of indu c ed I F N
2.O with O.1 N H Cla nd
in cubatio nfo r3 ho u r s!
7･O with O･1 N NaO Handth占re sidu al a ctivity
Of IFN w a s as sayed.
*
:Le sstha n8 U/ml.
Ofsu spe n sio n of c o c c al
W a Sin c ubated in 5% C O2
ho u rs.
S Olutio n w as adjustedto
in c ubated at37
0
C. Afte r
the pH w a s adju stedto
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績 は表 8 に 示 した如く で あ る.
す なわ ち, Co n A 誘起I F N は中和試験後 で も 98%
の清性が残存 して い る の に 対 し, C203 S誘起I FN,
C 203 U誘起IF N, Bla ckm o r e誘起I F Nお よ び O K-
432誘起I F N で は溶性 は低下 し, 残存洒性は それ ぞれ
76%, 61%, 87% お よび 72%で あっ た .
考 察
溶連菌の抗腫瘍効果は S L S産生能 を有す る溶連菌
(C 203S 株, Bla ckm ore 株お よび Su 株) に み られ ,
S L S産生能 を欠 く C 203 U株 に は み ら れ ぬ こ と が
O ka m oto1 4)2 2)ら に よ っ て 実証さ れ てお り, ま た, Su 薗
よ り 開発 され た O E-432 は免疫賦清作用 を持 つ 制が
ん剤2 3)と して 臨床 に 用 い られ てい る . 0Ⅰぐ-432の 抗腫
瘍効果は腫瘍欄胞傷害作用 の ほ か, 主に 宿主介在作用
に よる と さ れ, I F N誘起作用 , マ ク ロ フ ァ ー ジの活性
化, N K細 胞 の 活性 化 な ど に つ い て 多 く の 研
究7ト1 3)2 4)2 5〉が な され てい る. 本論文に お い て は,S LS産
生能 を有 し, 抗腫 瘍作用 を もつ C 203 S菌, Bla ckrn OTe
菌と Su 菌, お よ び SLS 産生能 を欠き抗腰瘍作用 を示
さ ぬ C 203 U菌に よ るI F N誘起作用 に つ い て 実験 を
行い , 産生細胞 と して の マ ウス 脾細胞 の数, 作用菌標
品の濃度, 脾細胞と菌標品濃液 の 培養時間な ら び に マ
ウ ス に つ い て吟味検討 を行 っ た.
その 結果, 各薗標晶に はI F N誘起作用 が あり, それ
ぞれ に 至適条件が あ る こ とが認 め られ た. す な わ ち,
産生細胞 と しての 牌細胞 に つ い て は, 本実験で 2×106
個/ml 以 上用い た場合 に IF N誘起が み られ た
.
こ れは
ヒ ト白血球数 1×106個/ml以 下 で は ウイ ル ス , pOly･
riboin o sinic a cid･pOlyribo cicytidylic a cid(以下 poly
I･pOly C と略記)+ D E A E de xtr a n, phytohe m ag glu ･
Table 8. Ne utr aliz atio n of indu c edlFN bya nti-
IF N一 喝 βseru m
Activity of IF N(U/ml)
IFN befor e after
n eutralizatio n n e utraliz atio n
IF Nindu c ed by prepar atio n of
C203S 1 37 104
C 203 U 158 97
Bla ckm o re 223 194
Su(O K-432) 203 147
IF N indu c ed by Co nA 425 416
A mixture of 50FLl of indu c ed IF Ns olutio n and
50FLl of anti-IF N･ α ･βSe r um W a Sinc ubated at 4
0
Cfo r60min ute s. A fte rinc ubatio n, a n a Ctivity
Of I F Nw a s a ss ayed.
430
tinin(以下 P H A と略記), Staphyloc o cc u s e nt r o･
to xin A, pOke w e ed mitoge n(以下 P W M と略記)
で誘起 さ せ て もI F N活性 を測定出来 な か っ た と い う
報告2 6), お よ び, D DIマ ウス で は 5 ×106個/ml 以下で
はI F N誘起が認め られ な い と す る海老名 の報告27】を
考 えれ ば, I F N誘起 に は 一 定数以上 の産生細胞 が必要
と考え られ る.
I F N誘起剤 と して の薗濃度 に 関 して は, 本論 文で 菌
標晶が高濃度(1.25 KE/ml)で あれ ばIFN 誘起 を抑制
し, 低作用潰度(0.05～ 0.01 K E/ml, 乾燥菌量 に 換算
して 0.005～ 0.001m g/ml) で誘起 さ れ た. こ の こ と
は, ヌ ー ド マ ウス 脾細胞で は P H A濃度が 3 乃 至 5J(g
/ml2B), D DIマ ウス 脾細胞で は str epto co c cusfae calis
が 20〟g/ml2 0)の濃度で最 もI F N活性が得 られ る事,
お よ び ヒ トリ ン パ 球で は staphylo c o c c u s e nter oto xin
B の最高I F N誘起濃度は 0.2 乃 至 1JJg/m13 0), 末梢血
単核細胞で は黄色 ブ ド ウ球菌蛋白 A の最高I F N誘起
濃度は 50pg/m1
31)
, ヒ トリ ン パ 球で は純性 P H A が 3
〟g/ml3 2)が至 適濃度である と の報告 とよ く 一 致 して い
る. こ れ に関 して は polyI･ pOlyC 濃度が高 ま る に つ
れ て R N A合成は低下す る との Ma rgolis3 3)の報 告, な
ら び に , Flik ke
3 4)の細胞培養系で polyI･ pOlyC の濃
度が高 まる と細胞増殖が抑制 さ れ る とい う報告 との 関
連が考 えら れ る. 培養 時間 につ い て は, 本実験 で は 24
乃至 48時間が最適であっ た が, マ ウ ス 腎細胞 に poly
I･pOly C の添加 で は 6乃至 8時間培養, マ ウス 腎細胞
に ニ ュ ー カ ッ ス ル病 ウイ ル ス の 添加 で は 12乃至 14時
間培養, L 細胞 に ニ ュ ー カ ッ ス ル 病 ウイ ル ス ある い は
polyI ･ pOly C を加 えた場合 はい ずれ も 12 乃 至 14時
間培養で最高活性値35)を測定 し て い る. Saito ら1 0)は
O E-432 を用い た マ ウ ス 脾細胞培養 で は 24時間乃 至
48時間培養 でI F N活性が最高で あ る と し, Str eptO -
c o c c u sfa e c alis を用い た マ ウ ス 牌細胞培養で も 24 時
間乃至 48時間培養で最高IF N活性 が得 られ る と の報
告29)か ら, それ ぞ れ至 適培養時間がある と考 え られ る.
これ に比 し我々 の マ ウ ス 牌細胞培養系 に お け る連鎖球
菌誘起最大I F N活性 は 24乃 至 48時間培養 に よ っ て
得 られ る傾向に ある と思わ れ る.
本論文 で は 抗腫瘍性 お よ び 非抗腫瘍性溶連菌共 に
IF Nを誘起 し たが , た だ加 熱死薗 を用い た 時 に は Su
菌の み にIF N誘起が み られ た事 は興味ある処 で あ る.
しか し その 理 由に つ い て は全く 不明 であり, 石田 ら3¢)
は グラ ム 陽性菌 のteichoic a cidをI F N誘起の作用基
と して着目 して い るが , これ の み で は説明が つ か ず,
また これ まで Su 菌に 固有な構成, 成 分の報告も無い .
こ の こ と は, 溶連菌 の抗腫瘍効果 とI F N の関係と共 に
今後検討す べ き であ ると考 え られ る.
人 末 梢血白 血 球培養 で P H A誘起 IF N はpH 2,
56
O
C で不清化 さ れ た と い う Wheelock の 報告
3 7)以 来,
人扁桃由来 リ ン パ 球培養系で の P H A
38)3 9)
, P W M39)に
よ る I F N はい ずれ も pH 2に 不 安定で あり , Yo u ng-
n e rら4 0)は こ の 様 なI F N を Type II と し, Vale ら41)
はIm m u n eI FN と称 した . こ れ に 対 し pH 2に安定な
I F N は Ty pe I と さ れ, その 後 Type I I F NはIF N
- α とI F N～ P に,･TypeII I F N ま た はIm m u n eIF N
はI F N- γ と に 分類さ れ た4 2). 本実験 で は各商標品に
よ る誘起I F N はpH 2処理 に よ り 残存I F N活性が,
O E-432 の 10 U/ml を除 き, 全て 測定出来な か っ た こ
と より , こ れ ら全て の 標晶 は ほと ん どI F N- γ のみ を
誘起 した と 考え られ た. し か し抗I F N-α ･β 血清で予
め処理 した後 のI F N残存活性 を測定す る と, C 203S
菌標品 で 104U/ml(76%), C 203U 菌標品で 97 U/ml
(61% ), Bla ckm o re菌標晶 で 194 U/ml(87%), O K
-432 で 147 U/ml(72%)の 活性 を測定 し得た. これら
残存活性 を, pOtentiation43)4 4)現象 を 考慮す る必要も
ある が, I F N- γ と 考 える と pH 2処 理 後 の IF N- γ
の 活性値 よ り大幅に 減少 して い る. こ の こ と か ら, pH
2に よ るI F N- α お よび IF N-β と, I F N- γ の決定
は 十分で無 く, ま た Ste w a rt ら26)が ヒ トI F N- α が
pH 2 で不安定 であ る と報告 してい る こ と か ら, 必 ず抗
血清処 理 も 同時 に 行 う こ と が 必要 と考 え ら れ る.
W aka s ugiら45)は抗I F N一 α 血 清 を 用 い る こ と に よ
り 人 末梢 血 リ ン パ 球 よ り の OE -432誘 起IF N は
I F N-α, IF N- γ と考 えて お り, Saito らI O)は抗IF N
血清 を 用 い て マ ウス 牌細胞 よ り の O K-432誘起IF N
はI F N- α , I F N- β, IFN - γ と決定 して い る. しか
し マ ウ ス I F Nの pH 2 と抗I F N 血清に つ い ての 詳細
な報告 は無く, さ ら に検 討が必要で あ る.
結 論
Su 菌 よ り O 正一432 を作製す る 如 く に して , 抗腫瘍
性 で SLS 産生能 を有す る C 203S 菌, Su 菌, Bla ck･
m o re菌 な らび に 抗腫瘍性 と S L S塵生能 を欠く C 203
U 菌 を標品化 した も の を用 い て B A L B/c マ ウ ス 脾細
胞 よ り のI FN 誘起 に 対す る影響 に つ い て 実験 を行い ,
ま た, 誘起 IF Nに つ い て性状分析 を行 っ て次の 如き結
果を得 た.
1 . C203 S, C203 Uお よ び Bla ckm o re菌標晶は
何れ も O K-432 と同様 に I F N を誘起 し, 各 標晶に よ
る誘起 I F Nの 活性間に は余り差 は認 め られ な か っ た .
しか し,
2 . 各菌の加熱死菌に よ る誘起実験 で は,Su 菌の加
熱死菌の み に 誘起作用 が み られ , そ の他 の加熱死菌に
は認め られ な か っ た .
イ ン タ ー フ ェ ロ ン誘起 に 対す る A群溶連菌 の影響
3. 酢酸 ハ イ ドロ コ ル チ ゾ ン前投与 に よ り マ ウ ス 肺
細胞か ら の菌標品に よ る誘起I F N産生 は完全 に 抑制
され, ま た, 担が ん マ ウ ス な ら び に BA LB/c(n u/n u)
マ ウス 脾細胞 か らの IF N誘起 も低下 して い た.
4 . 薗原 品誘起I F Nの性状分析試験 で は, pH 2に
お ける安定性試験成績 と抗I F N- α ･ β血清 に よ る 中
和試験成績 の 間で は 差は認 め られ た が,誘起I F N のう
ちほと ん どがI F N
-
γ で あり, その 他 は pH 2に 不安
定な α, β で あ っ た .
5 . 誘起IF N-γ 活性 に は 各薗標品 に よ り差 が み
られ た.
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A bstract
T he pr es ent study w a s u nde rtaken to e x a min ethe c o rr elatio n betw e en the streptolysin
(S L S) -Pr Oducing a nd inte rfe ro n(I FN) -inducing abilities ofStrepわCOCCu Shae m o&ticus, by
using str ains C 2 0 3 S, Bla ckm o re a nd Su wit h bot hofantic a n c e r･ a nd S LS-PrOdu cing ab nities, a nd
a strain C 2 0 3 Uwitho ut eithe r of the ab ilities･ Lyophiliz ed prepa ratio n sof thes estreptoc o c ci
W er eObtain ed a c c o rding to the pro c edu ret hat w a s u s ed in the prepa r atio n of O K-43 2: ea Ch
C O C Cu S SuSPenSio nin Be r nheim e r
,
s ba sal m ediu m cont ain lng Pe nicillin G wa sin c ubated at 3 7
0
c
for 20min ute s
,
t he n at4 5
O
c fo r3 0min ute s a nd lyophiliz ed･ T he abilitie sof t he sepr eparatio n s
to indu c eI F N in sple e n c e11s ofB A L B/c m o u s e w e reass ayed by u sing L 9 2 9ce11s a nd v e sicular
StO m atitis viru S･ T he re sults ob tain ed w e r e asfollo w s･ A llprepar ations of C 2 03 S, C 20 3 Ua nd
Bla ckm o r e c a used indu ctio n of I F Nap pr o xim ately to t he s a m ele v els a$ t hat of O K- 43 2, Su
C O C alprepa r atio n･ T he indu c ed I F Ns w e r e n ot diffe re nt in t heir a ctivitie s. Any of he at-ki11ed
C O C Ci ex cept Su c o c c u s c e11s did n ot c a use the indu ctio n of I F N
.
T he m ost pote nt I F Nw a s
Obtain ed w hen a mixtu r e of lml of l X l O7 sple en c ells/ml a nd O.1 ml ofco c calsu spen sio n at
the c o n c e ntration of O･5 0 rO･1 K E/ml w a sin cubated at 3 7
0
c fo r2 4 to 4 8 ho u rsin the C O2
inc ubator; 1 K Ec o rre sponds to O･1mlof dried c o c ci･ Whe ntheindu c ed I F Ns w er ekept atpH 2
for 3 ho u rs
,
the a ctivities ofIFNs w e r e c o mpletelyin a ctivated, although O K-4 3 2-indu ced I F N
po ss es品d w e ak a ctivity (10 U/ml). On t he ｡t he rha nd, the a ctivities ｡find｡ C ｡d I F Ns w e r｡
Pa rtially n eutr aliz ed by a nti-I F Nα ■β serum; m O ret han 6 0% of the activities r e m ained afte r
n eutraliz atio n･ Itw as s up po s ed t hat I F Nsindu c ed byco c c alpr epa r ation s c o ntain ed IF Nα,βand
γ.
